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BERLIN, Kurt 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
09 March 2001 (09.03.01) 



I I in a notice effectjng later election filed with the International Bureau on: 



2. The election 



0 
□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34. chemin des Colombettes 


H.Zhou 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41 -22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



DE0002755 



VERT 



UBER DIE INTERNATIONjIfc ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anweilts 
E01/1127/WO 


M#ci-rcDco \#rNci^ei-ii-i.i Mitteilung Ober die Obersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/02755 


Internationales Anme!dedatumna^^onayja/7r; 
10/08/2000 


Prioritatsdatum (Tag/MonatH'ag) 
12/08/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationate Klassifikation und IRK 
C07H 19/06 


Anmelder 

EPIGENOMICS AG et al. 



1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der nnit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Annnelder gemglB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blotter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatlgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkelt der Erflndung 

Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erflnderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der EInreichung des Antrags 



09/03/2001 



Datum der Fertigsteliung dieses Berichts 
26.07.2001 



Name und Postanschrlft der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



BevollmSchtigter Bediensteter 
Krattinger, B 

Tel. Nr. +49 89 2399 8550 



^1 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02755 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinslchtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatten die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm m'cht beige fugt, we'll sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-10 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-8 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

. Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der Internationalen Anmeldung in compute rlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VHI. Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02755 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt In der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblitter, die solche Anderungen enthaiten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sinddiesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen; 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -8 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-8 

Nein: Anspruche - - 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -8 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
slehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIM. Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02755 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : WO 94 10128 A in der Annneldung erwahnt 

D2: NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, Bd. 17, 1998, Seiten 1987-1996, in 
der Anmeldung enA^Shnt 

Die Annneldung betrifft mit 2-(o-Nitrophenyl)ethoxythiocarbonyl geschutzte 
Nucleosidderivate (Anspruche 1-5), Verfahren fur ihre Herstellung (Anspruch 6), ihre 
VenA^endung (Anspruch 7) und ein Kit, das das Derivat umfaBt (Anspruch 8). 

Die Nucleoside von D1 werden mit 2-(-o-Nitrophenyl)methoxy oder 
2-(o-Nitrophenylmethoxythiocarbonyl)-Gruppen geschutzt; die Nucleoside von D2 
werden mit 2-(o-Nitrophenyl)ethoxy carbonyl -Gruppen geschutzt. Die Derivate der 
gegenwartigen Anmeldung werden jedoch mit 2-(o-Nitrophenyl)ethox ythiocarbonyl - 
Gruppen geschutzt. 

Demzufolge enthalten die Dokumente D1-D2 keine technische Lehre, die dem 
Gegenstand der Anspruche der Gegenwartigen Anmeldung heuheitschadlich 
entgegensteht. Daher ist der Gegenstand der Anspruche 1 -8 neu (Art. 33(2) PCT). 

Die Mechanismus der Photoabspaltung einer 2-(o-Nitrophenylmethoxy 
thiocarbonyl)-Gruppe wie im Dokument D1 und der Photoabspaltung einer 2-(o- 
Nitrophenyl)ethoxythiocarbonyl wie in der Anmeldung mussen aufgrund der 
Anwesenheit eines zusatzlichen Kohlenstoffatoms in der schutzenden Kette 
notwendigerweise unterschiedlich sein. 

Au3erdem ist ein Schwefel-Atom groBer und weniger elektronegativ als ein 
Sauerstoff-Atom und die 7c-C=S Bindungen (2p-3p) sind weniger stabil als die C=0 
Bindungen (2p-2p). Deswegen ist die Reaktivitat der 2-(o-Nitrophenyl)ethoxy 
thiocarbonyl-Gruppe anders als die Reaktivitat der Ethoxycarbonyl-Gruppe von D2. 

Demzufolge ist es nicht offensfchtlich 2-(o-Nitrophenyl)ethoxyth!Ocarbonyl- 
Gruppen als photolabile Schutzgruppen fur Nucleoside zu veoNenden. Daher ist der 
Gegenstand der Anspruche 1-8 erfinderisch (Art. 33(3) PCT). 



Formblatt PCT/BeibIatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 
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PATENT COOPEr4^N TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant s or agent s file reference 
E01/n27AVO 


SeeNotificationofTransmiitaloflntemational Preliminars^ 
FOR FURTHER ACTION Examination Repon (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 


Intemational filing date {day month year) 


Priorit>' date {day month year) 


PCT/DEOO/02755 


10 August 2000 (10.08.00) 


12 August 1999(12.08.99) 


Imernaiional Paieni Classification (IPC) or national classification and IPC 




C07H 19/06 






Applicant 


EPIGENOMICS AG 





1. This imernaiional preliminarx examination report has been prepared by this International Preliminar>- Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists ol a total of 

□ 



. sheets- including this cover sheet. 



This repon is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis tor this repon and/or sheets containing recti lications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 ol'ihe Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total o\' _ 



sheets. 



3. This repon contains indications relating to the follow ing items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicabilit\ 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the intemational application 

Certain obser\'aiions on the intemational application 



I 

II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

09 March 2001 (09.03.01) 


Date of completion of this report 

26 July 2001 (26.07.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Fomi PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DEOO/02755 



1. Basis of the report 



1. With regard to the elements ofthe iniemaiiona! applicaiion:* 
[ [ the internal ional application as originally filed 
the description: 

pages ^'^Q 

pages 

pages 



. as originally filed 
. filed with the demand 



. filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-8 



. as originally filed 

. as amended (together with any statement under Article 19 

. filed with the demand 



. filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/1 



. as originally filed 
, filed with the demand 



. filed with the letter of 



I I the sequence listing pan of the description: 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed 

. filed with the demand 



. filed with the letter of 



With regard to the language, all the elements marked above were available or fumished to this Authority in the language in which 
the iniemaiional application was filed, unless otherwise indicated under this item. whlrh i«- 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language '^^""cn is*. 

I I the language of a translation fumished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 

I I the language ofpublication of the international application (under Rule48.3(b)) - - - - . _ _ 

[~| the language of the translation fumished for the purposes of international preliminarv examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, the international 

preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the international application in written form. 
I I filed together with the international application in computer readable form. 
I I fumished subsequently to this Aulhorit\ in written form. 
I I furnished subsequentK to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go bevond the disclosure in the 

international application as filed has been fumished. 
□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

I I The amendments have resulted in the cancellation of 

I I the description, pages 

I I ihe claims. Nos. . 

I I the drawings, sheets/fig . 



□ This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacemeni sheets . hich have been furnished lo the receiving Office in response to an inviiaiion under Arricle ^^J'y f j'^^^ 

in this report as ■ originaUv filed • and are not annexed to this leport since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70, 1 "A 

* * .^/7v replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 



Fomi PCT/IPEA/409 (Box 1) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION RETORT 



IntemationaJ application No. 
PCT/DE 00/02755 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard t novelty, inventive step or industrial applicability; 



citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 1-8 VES 

Claims NO 

Inventive step (IS) Claims ^"8 YES 

Claims NO 

Industrial applicability (lA) Claims ^"^ YES 

Claims NO 

2. Citations and explanations 



Reference is made to the following documents: 

Dl: WO-A-94/10128 (cited in the application) 
D2: NUCLEOSIDES AND NUCLEOTIDES, Vol. 17, 1998, pages 
1987-1996 (cited in the application) 

The application concerns 2- ( o-nitrophenyl) ethoxythiocarbonyl- 
protected nucleoside derivatives "(Claims 1-5) a" method" "for 
preparing such a derivative (Claim 6) , the use of such a 
derivative (Claim 7) and a kit containing the derivative 
(Claim 8) . 

The nucleosides described in document Dl are protected by 2- 
(o-nitrophenyl) methoxy or 2- ( o-nitrophenyl ) methoxythiocarbonyl 
groups, and the nucleosides described in document 02 are 
protected by 2- (o-nitrophenyl) ethoxy carbonyl groups- The 
derivatives according to the present application are 
protected by 2- (o-nitrophenyl) eth ox ythiocarbonyl groups. 

Thus the technical teachings of Dl and D2 are not prejudicial 
to the novelty of the subject matter claimed in the present 
application. The subject matter of Claims 1-8 is therefore 
novel (PCT Article 33(2)). 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION 



iji^RT 



International application No. 
PCT/DE 00/02755 



The mechanism for the photoremoval of a 2- (o-nitrophenyl) 
methoxythiocarbonyl group as per Dl and the photoremoval of a 
2- (o-nitrophenyl) ethoxythiocarbonyl group as per the present 
application are different on account of the presence of a 
additional jcarbon atom in the chain which is to be protected. 

Moreover, a sulphur atom is larger and less electronegative 
than an oxygen atom, and the n-C=S bonds (2p-3p) are not as 
stable as the C=0 bonds (2p-2p) . Consequently the reactivity 
of the 2- ( o-nitrophenyl ) ethoxythiocarbonyl group cannot be 
the same as that of the ethoxycarbonyl group in D2 . 

It is therefore not obvious that it is possible to use 
2- (o-nitrophenyl) ethoxy thio carbonyl groups as photolabile 
protecting groups for nucleosides. The subject matter of 
Claims 1-8 is therefore inventive (PCT Article 33(3)). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



^^RTRAG UBER DIE INTERNATldSlLE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalls 
E01/1127/WO 


WEITERES ^3^3 Mitteilung uber die Ubermittlung des intemationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/02755 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

10/08/2000 


(FrOhestes) Prioritatsdatum (Tag/MonaKJahr) 

12/08/1999 


Anmelder 

EPIGENOMICS AG et al . 



Dieser internationale Recherclienbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemSfl 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _2 Blatter. 

[X] DarQber hinaus liegt \hm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sle eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche Ist auf der Grundlage einer bei der BehCrde eingereichten Ubersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. HInsichtiich der in der Intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuiirt worden, das 

P~| . . In der Internationajen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I [ zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der BehOrde nachtraglich in schriftiicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erkiarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftilche Sequenzprotokoll nicht uber den Often barungsge halt der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

I I Die Erkiarung, daB die in computerlesbarer Fomn erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. 1^ Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der ErRndung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtilch der Bezeichnung der Erfindung 

pr| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



5. IHInsichtiich der Zusammenfassung 

lY] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehOrde festgesetzt. Der 
[ I Anmelder kann der BehOrde innerhalb eines IS^onats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 

Recherchenberichts eine Steltungnahme vorl gen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen Ist mit der Zusammenfassung zu verOffentiichen: Abb. Nr. - 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb, 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/02755 



A. KLASSinZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES ^ . ^ 

IPK 7 C07H19/06 C07H19/10 C07H19/16 



Na ch der Intemationaten Patenlklassifikation (iPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 C07H 



Recherchteite aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende VerdffentUchungen. soweit diese unter die necherchierten Gebiete faUen 



Wahrend der intematlonalen Recherche konsultlerte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evil, veiwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , CHEM ABS Data 


C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategoiie*" 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderllch unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr. Ansprvich Nr. 




WO 94 10128 A (AFFYMAX TECH NV ;HOLMES 
CHRISTOPHER P (US); SOLAS DENNIS W (US); 
K) 11. Mai 1994 (1994-05-11) 
/in der Anmeldiing erwahnt 
/ das ganze Dokument 


1,6,7 




H. GIEGRICH ET AL. : "New photolabile 
protecting groups in nucleoside and 
nucleotide chemistry - synthesis, cleavage 
mechanisms and applications" 
NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, - 
Bd. 17, 1998, Seiten 1987-1996, 
XP002161670 

in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 


1.6,7 


1 1 Weltere Veroffenllichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 

1 1 entnehmen 


|y 1 Siehe Anhang Patentfamilie 




* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 'T* Spatere Veroffentltchung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
w -« ..-^ M- M iLr^»i»^» cf«,,H H^r-r^^Kr,iuH<.firii^rt odsr defTi Prioritatsdatum VGroffentlicht wofden ist upd FTirt dcr 

'A' Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technikdefiniert, Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verslandnis des der 

aber nicht aJs besonders bedeutsam anzusehen ist Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der Ihr zugmndeliegenden 
alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Intematbnalen Theorie angegeben ist 

Anmeldedatum verdffentlicht worden ist -X- Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
'L' Veroffentlichung, die geetgnet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oderauf 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkett beruhend betrachtet werden 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden -y- veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie pteht als auf erfinderischer Tatigkeit bemhend betrachtet 
ausgefuhrt) werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
'O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundtiche Offenbarung. Veroffentlk^hungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 

eine Benutzung. eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung fur einen Fachmann nafieliegend ist 
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(57) Abstract: Disclosed are novel nucleoside derivatives of general formula (I), wherein Ri represents a nucleobase or a nucleobase 
^ that is provided with at least one protective group, Rj means an H atom or a diisopropylamino-{2-cyanoethoxy)-phosphinyI group, 
^ Rj is an H atom or an alky! radical with up to 4 C atoms, R, represents an H atom, a nitro group or an alkyi radical with up to 4 C 
^* atoms, R5 and R^, independently from each other, mean an H atom, an alkyl radical with up to 4 C atoms or an alkoxy radical with 
^ up to 4 C atoms or together represent a methylenedioxy group and R7 is an H atom or an alkyl radical with up to 4 C atoms. The 

novel nucleoside derivatives can easily be split by means of UV light and are used for the synthesis of oligonucleotides. 

^ (57) Zusammenfassung: Beschrieben warden neue Nucleosidderivate der allgemeinen Formel (I), worin R, eine Nucleobase oder 
eine mit mindestens einer Schutzgruppe versehene Nucleobase darstellt, R2 ein H-Atom oder eine Diisopropylamino-(2-cyanoe- 

2 thoxy)-phosphinyl-Gruppe bedeuiei, R3 ein H-Atom oder ein Alkylrest mil bis zu 4 C-Atomen ist, R4 ein H-Atom, eine Nitrogmppe 
Oder einen Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen darstellt, R5 und R^ unabhangig voneinander ein H-Atom, ein Alkylrest mit bis zu 4 

Q C-Atoraen oder ein Alkoxyrest mit bis zu 4 C-Atomen bedeuten oder zusammen eine Methylendioxygruppe darsteUen und R7 ein 
H-Atom Oder ein Alkylrest mil bis zu 4 C-Atomen isl. Die neuen Nucleosidderivate lassen sich mittels UV-Licht leicht spalten und 

^ werden fiir die Synthese von Oligonucleotiden verwendet. 
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Nucleosidderivate und Verfahren zu deren Herstellung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Nucleosidderivate 
sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 

Photolabile Schutzgruppen wurden vor allem fur die 
Synthase von Oligomeren bereits vielfach beschrieben. 
Besonders popular ist ihr Einsatz fur die Synthese von 
Peptiden und im Gebiet der kombinatorischen organischen 
Synthese. Die Photolyse der Schutzgruppen ist eine 
vergleichsweise milde Alternative zur traditionellen 
basischen oder sauren Entschiitzung und ist deshalb vor 
allem auch fur die Synthese empf indlicher Biomolekule 
besonders geeignet. In diesem Zusammenhang wurden vor 
allem zahlreiche Derivate mit ortho-Nitro-benzyl- 
Funktionen erfolgreich eingesetzt, so auch fur die 
Synthese von Oligonukleotiden z, B. auf Oberflachen zur 
Herstellung von Oligonukleotid Arrays (sogenannte 
Biochips) . Photospaltbare Schutzgruppen sollten zudem 
stabil gegenuber basischen und sauren Reagenzien sein, 
die in einer mehrstufigen Synthese zur Anwendurig kommen, 
und vor allem keine hochreaktiven Nebenprodukte bilden. 

Zur Synthese von Oligonukleotiden unter Verwendung 
photolabiler Schutzgruppen wurden bislang fast 
ausschlieBlich Nukleosidderivate verwendet^ die an der 
5 '-Position mit einer derivatisierten o- 
Nitrobenzyloxycarbonyl oder einer 2-(o- 
Nitrophenyl) ethoxycarbonyl-Funktion geschutzt waren. 
Diese lassen sich beispielsweise durch Bestrahlung mit 
einer Hg-Lampe effektiv abspalten, wobei die 
Emissionslinie bei 313 nm entscheidend ist. Bekannt sind 
beispielsweise fiir die kommerzielle Synthese von Oligomer 
Arrays eben falls o-Nitrobenzyloxycarbonyl-geschut zte 
Nukleosiderivate . Nukleosidbausteine mit photolabilen 
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Schutzgruppen des 2- (o-Nitrophenyl) ethoxycarbonyl-Typs 
sind gleichfalis bekannt. Die beschriebenen Schutzgruppen 
benotigen jedoch fur eine volistandige Abspaltung vom 
Nukleosidbaustein noch immer reiativ lange, meist werden 
Bestahlungszeiten von einigen Minuten bendtigt, wobei bei 
empf indlichen Biomolekiilen wie DNA auch mit 
Nebenreaktionen gerechnet werden muss. 

Giegrich, H, et al. (Nucleosides & Nucleotides 17 (1998)^ 
s. 1987-1996) beschreiben die erwahnten photolabilen 
Schutzgruppen des 2- (o-Nitrophenyl) ethoxycarbonyl-Typs . 
Es wird jedoch kein Hinweis darauf gegeben, dass anstelle 
der Carbonyl-Funktion auch eine Thiocarbonyl-Funktion 
verwendet werden kann. 

In der WO-A-94/10128 werden photoreaktive Schutzgruppen 
beschrieben, welche vom 2- (o-Nitrophenyl ) methoxy-Typ 
sind. Diese Verbindungen konnen dann u. a. auch 
Thiocarbonyl-Funktionen enthalten. Die allgemeine Formel 
umfasst jedoch keine Verbindungen des 2-(o- 
Nitrophenyl) ethoxythiocarbonyl-Typs . 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher 
Nucleosidderivate zur Verfiigung zu stellen^ welche sich 
leicht photolysieren lassen. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemafi dadurch gelost, dass 
Nucleosidderivate der allgemeinen Formel I geschaffen 
werden. 
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worin 

Ri eine Nucleobase oder eine rait mindestens einer 
Schutzgruppe versehene Nucleobase darstellt, 
R2 ein H-Atom oder eine Diisopropylamino- (2-cyanoethoxy) - 
phosphinyl-Gruppe der Formel IV 



bedeutet , 

R3 ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen 
ist , 

R4 ein H-Atom, eine Nitrogruppe oder einen Alkylrest mit 
bis zu 4 C-Atomen darstellt, 

R5 und Re unabhangig voneinander ein H-Atom, ein 
Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen oder ein Alkoxyrest mit 
bis zu 4 C-Atomen bedeuten oder zusammen eine 
Methylendioxygruppe darstellen und 

R7 ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen 

ist . --------- - ... 

Erf indungsgemali bevorzugt ist es dabei, dass 
Ri Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil oder 
Hypoxanthin ist, welche gegebenenf alls eine Schutzgruppe 
tragen . 

Weiterhin ist es erf indungsgemafi) bevorzugt, dass 

R3 ein H-Atom, eine Methyl- oder eine Ethylgruppe ist. 




IV 



Es ist ferner bevorzugt, dass 

R4 ein H-Atom , eine Nitrogruppe oder eine Methylgruppe 
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Weiterhin ist bevorzugt, dass 

R5 und Re unabhangig voneinander ein H-Atom oder eine 
Methyl-, Ethyl-, Methoxy- oder Ethoxygruppe darstellen 
Oder zusaiamen eine Methylendioxygruppe bilden. 

Ein weitere Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung eines Nucleosidderivats der 
allgemeinen Formel I 



worin die Reste Ri, R2, R3/ ^4/ Rs^ Re und R7 die oben 
angegebene Bedeutung haben, 

wobei man in an sich bekannter Weise eine Verbindung der 
allgemeinen Formel II 



worin die Reste R3, R4, R5, Re und R7 die oben angegebene 
Bedeutung haben, 

mit Thiophosgen umsetzt und die so erhaltenen 
Thiocarbonylchloride mit einer Verbindung der allgemeinen 
Formel III 




^2 



R4 




II 
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worin die Reste Ri unci R2 die oben angegebene Bedeutung 

haberi;. 
umsetzt . 

5 

Die vorliegende Erfindung beschreibt einen neuen Typ von 
photolabilen Schut zgruppen an Nukleosidderivaten 
(ailgemeine Formel I), die sich sehr effizient abspaiten 
lassen. 

10 

Die Thiokohlensaureester entsprechend der Formel I lassen 
sich analog zu den Kohlensaureestern in zwei Schritten 
herstellen. Zunachst wird ein Nitrobenzylalkohol- Oder 
ein 2-Phenylethanolderivat mit Thiophosgen zum 

15 entsprechenden Thiocarbonylchlorid umgesetzt und 
anschlieUend mit dem jeweiligen Nukleosidbaustein 
-- - gekoppelt. -Dabei nehmen. Nukleobase .und Schut zgruppen des 
Nukleosidbausteins auf die Synthese wenig Einfluli. Nach 
dem Anbringen der photolabilen Schutzgruppe kann der 

20 Nukleosidbaustein in sein Phosphoramidit uberfuhrt 

werden, so dass er der etablierten Amidit-Chemie, wie sie 
auch auf kommerzieilen DNA-Synthesizern stattfindet, 
zuganglich ist. Die Abspaltung der Schut zgruppen der 
Nukleosidderivate nach Formel I erfolgt mittels 

25 Bestahlung mit einer Hg-Hochdrucklampe . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung der erf indungsgemaiien Nucleosidderivate 
zur automatischen Synthese von Oligonucleotiden . Hierbei 
30 werden an sich bekannte Syntheseautomaten und/oder 
Pipettierroboter verwendet, um die gewunschten 
Oligonucleotide aufzubauen. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein 
Kit zur automatischen Synthase von Oligonucleotiden 
umfassend mindestens ein erf indungsgemafies 
5 Nucleosidderivat , gegebenenf alls zusammen mit weiteren 
erf indungsgemalien oder bereits bekannten 
Nucleosidderivaten und Reagenz- und Hilfsstoffen sowie 
Losemitteln und einer Arbeitsanweisung . Die 
Arbeitsanweisung kann dabei auch in Form eines 
10 Computerprogramms zur Programmierung des automatischen 

Ablaufs der einzelnen Syntheseschritte vorliegen. Mittels 
dieses Kits lassen sich die gewunschten Oligonucleotide 
leicht mittels automatisch arbeitender Vorrichtungen 
herstellen. 

15 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung: 

Beispiel 1 : 

(5 (2- (2, G-Dinitrophenyl) ethoxythiocarbonyl ) thymidin) 

20 

_ a) Darstellung von 2- (2 , 6-Dinitrophenyl ) -1-ethanol 
In einem ausgeheizten Rundkolben werden 18. 2g 
Dinitrotoluol in 50ml absolutem DMSO vorgelegt und 
langsam mit einer Losung von 1.8g Kalium-tert . -butylat in 

25 20ml t-Butanol versetzt. Die anfangs leicht gelbliche 
Losung farbt sich dabei intensiv violett. Das 
Reaktionsgemisch wird zunachst bei Raumtemperatur 5 
Minuten und anschlieiiend bei 70°C fiir 10 Minuten geriihrt. 
Man lasst abkuhlen und riihrt uber Nacht bei 

30 Raumtemperatur weiter. Zur Aufarbeitung neutralisiert man 
mit konzentrierter HCl und fugt 300ml Aqua dest. hinzu. 
Zu der Losung wird solange NaCl gegeben, bis die Losung 
gesattigt ist. Die organische Phase wird abgetrennt und 
die wassrige mehrmals mit EtOAc nachextrahiert . Die 

35 vereinigten organischen Phasen werden ilber IMgS04 

getrocknet. Nachdem das Trockenmittel abfiltriert und das 



7 



Losungsmittel abgezogen worden ist, wird der Ruckstand in 
etwas heiBem EtOAc auf genommen, mit 100ml Petrolether 
iiberschichtet und zum Auskristallisieren iiber Nacht in 
den Tief kiihlschrank gestellt. Der Petrolether wird 
abdekantiert, der Ruckstand mit wenigen Tropfen Toluol 
verdunnt und auf eine Kieselgelsaule aufgetragen. Als 
Laufmittel dient Toluol/EtOAc (5:1), die Polaritat des 
Laufmittels kann bei nicht ausreichender Trennleistung 
wahrend der Eluierung auf bis zu 3:1 gesteigert werden. 
Die Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und 
das Losungsmittel abdestilliert . Die Reaktion ergab das 
reine Produkt in einer Ausbeute von 10. 6g (50%). Rf-Wert 
(SilicaSO, Laufmittel Toluol/EtOAc 8:1) = 0,36 

b) Darstellung von 2- (2, 6-Dinitrophenyl) ethoxythio- 
carbonylchlorid 

In -einem ausgeheizten, mit Argon befluteten und mit einem 
Septum versehenen Rundkolben werden 4 00^1 Thiophosgen in 
2.5ml absolutem THF vorgelegt, auf 0°C gekuhlt und 
langsam mit einer Losung von Ig 2-(2,6- 
Dinitrophenyl) ethanol in 7.5ml absolutem THF versetzt. 
Man lasst 20 Minuten unter Eiskiihlung und ' anschlie&end ' 
13 /4h bei Raumtemperatur ruhren und zieht ein Kontroll-DC 
(Laufmittel: Chloroform) . Die trube Losung wird iiber 
Celite abfiltriert und der Filterkuchen nochmals mit THF 
nachgewaschen . Nachdem das Losungsmittel abgezogen wurde, 
bleibt ein tiefbrauner oliger Ruckstand, der im Vakuum 
welter getrocknet wird und direkt unter der Annahme einer 
100%igen Umsetzung mit 2 '-Desoxythymidin umgesetzt wird. 

c) Darstellung von 5 (2- (2, 6-Dinitrophenyl) ethoxythio- 
carbonyl ) thymidin 

583 mg 2 '-Desoxythymidin wird dreimal mit je 1,5ml 
absolutem Pyridin koevaporiert , in 5ml absolutem Pyridin 
aufgenommen und mittels eines Isopropanol/N2-Bades auf - 
SCc gekuhlt. Eine Losung von Ig des Thiocarbonylchlorids 
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in absolutem Methylenchlorid wird langsam zugetropft, die 
Temperatur darf dabei nicht uber -20°C ansteigen. Uber 
Nacht wird bei Raumtemperatur weitergeruhrt . Eine DC- 
Kontrolle (Laufmittel Dichlormethan/Methanol = 100:5) 
5 zeigt einen deutlichen Produktspot, woraufhin die 

Reaktion abgebrochen wurde. Zur Aufarbeitung wird der 
Kolbeninhalt mit 50ml Dichlormethan in einen 
Schiitteltrichter iiberfuhrt und mit 50ml Aqua dest. 
gewaschen. Die wassrige Phase wird mit dreimal mit 

10 jeweils 50ml Methylenchorid nachgewaschen, die 

vereinigten organischen Phasen tiber MgSO^ getrocknet. Das 
bis zur Trockne eingeengte Rohprodukt wird in 
Dichlormethan/Methanol (2:1) aufgenommen auf eine 
Kieselgelsaule aufgetragen, als Laufmittel dient zunachst 

15 CH2Cl2/MeOH = 100:5, der MeOH-Gradient kann zum Ende der 
Eluierung auf 100:7 gesteigert werden. Die Reaktion ergab 
das Produkt in einer Ausbeute von 363mg (30%) als 
hellbraunes Pulver. Rf-Wert (SilicaSO, Laufmittel 
CH2Cl2/MeOH 9:1) = 0,88 

20 

Beispiel 2: 

5 ^-O- (2- (2-Nitrophenyl) propoxythiocarbonyl ) thymidin 

25 a) Darstellung von 2- (2-Nitrophenyl) propanol 

In einem ausgeheizten und mit Argon befluteten Rundkolben 
werden 3,02g (2,69ml) 

2-Nitroethylbenzol und 600mg Paraf ormaldehyd in 10ml DMSO 
vorgelegt und tropfenweise mit einer Losung von 360mg 

30 Kalium-t-Butylat in 4ml t-Butanol versetzt. Nach 

beendeter Zugabe ruhrt man 15 Minuten bei Raumtemperatur 
und erhitzt anschliel^end fiir 13/4h auf 70°C. Nachdem die 
Losung abgekiihlt ist, wird diese mit EtOAc in einen 
Schiitteltrichter uberfuhrt und mit einer gesattigten 

35 NaCl-Losung gewaschen. Die wassrige Phase wird zweimal 
mit EtOAc nachgewaschen, die vereinigten organischen 
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Phasen iiber MgSO^ getrocknet. Das Rohprodukt wird durch 
Saulenchromatogrphie auf gereinigt . Als Laufmittel dient 
Toluol/EtOAc (8:1), der Gradient kann zum Ende der 
Chromatographie auf 6:1 gesteigert werden. Das Produkt 
5 wird erst sehr spat eluiert und schmiert uber einen 

weiten Bereich auf der Saule. Die Reaktion lieferte das 
Reinprodukt in einer Ausbeu-te von 2, 06g (50%) als 
rotliches 01. Rf-Wert (Silica60, Laufmittel Toluol/EtOAc 
8:1) = 0,28 

10 

b) 2- (2-Nitrophenyl) propoxythiocarbonylchlorid 
In einem ausgeheizten, mit Argon befluteten und mit 
Septum versehenden Rundkolben werden 754ml Thiophosgen in 
15ml absolutem THF vorgelegt und tropfenweise unter 

15 Eisklihlung mit einer Losung von l,5g des Alkohols und 

l,536g (1,115ml) Triethylamin in 15ml THF versetzt. Man 
riihrt eine Stunde unter Eisklihlung sowie eine weitere 
Stunde bei Raumtemperatur . Die Losung wird uber Celite 
filtriert und der Filterkuchen mit THF nachgewaschen . Das 

20 Losungsmittel wird am Rotationsverdampf er abdestilliert 
und der Ruckstand bei -20**C gelagert. Die Reaktion 
liefert das gewunschte Produkt in eirier" Ausbeute" von" 
2,09g (97%) als hellbraunes 01. 

25 c) Darstellung von 5 ^-O- (2- (2-Nitrophenyl) propoxythiocar- 
bonyl) thymidin 

1.48g 2 ^-Desoxythymidin werden dreimal mit jeweils 15ml 
absolutem Pyridin koevaporiert , in weiteren 15ml Pyridin 
aufgenommen und anschlieliend mittels eines 

30 Isopropanol/N2-Kaltebades auf -60°C abgekuhlt. Eine 

Losung von 2,09g Thiocarbonylchlorids in 20 ml absolutem 
Dichlormethan wird langsam zugespritzt, die Losung wird 
zunachst fur 6 Stunden bei -60°C und anschlieliend uber 
Nacht bei Raumtemperatur weitergeruhrt . Eine DC-Kontrolle 

35 (Laufmittel Dichlormethan/Methanol == 9:1) zeigt einen 
deut lichen Produktspot, woraufhin die Reaktion 
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abgebrochen wurde. Zur Aufarbeitung wird der Kolbeninhalt 
mit 50mi Dichlormethan in einen Schiitteltrichter 
uberfuhrt und mit 50ml Aqua dest. gewaschen. Die wassrige 
Phase wird dreimal mit jeweils 50ml Dichlormethan 
5 nachgewaschen, die vereinigten organischen Phasen uber 
Na2S04 getrocknet. Zur Reinigung wird das Rohprodukt in 
etwas Dichlormethan/Methanol aufgenommen und auf eine 
Kieselgelsaule aufgetragen. Als Laufmittel dient zunachst 
Dichlormethan/Methanol = 100:1, der MeOH-Gradient kann 
10 zum Ende der Eluierung auf 100:4 gesteigert werden. Die 
Reaktion ergab das Produkt in einer Ausbeute von 937mg 
(25%) als hellbraunen Schaum. Rf-Wert (SilicaSO, 
Laufmittel CH2Cl2/MeOH 9:1) = 0,89 

15 

Beispiel 3: Abspaltung der Schutzgruppe 

Zersetzung von 5 * -0- (2- ( 2-Nitrophenyl ) ethoxythiocarbo- 
nyl)thymidin durch Bestrahlung mit UV-Licht 

20 

Zur Untersuchung der Zerset zungsgeschwindigkeit von 5 ' -O- 
(2- {2-Nitrophenyl) -ethoxythiocarbohyl) thymidin" wird 1 rtig 
der Verbindung eingewogen, in 1ml Methanol gelost und in 
eine Quarzglaskuvette (Durchlassigkeit im 

25 Wellenlangenbereich von 200nm - 2500nm, Schichtdicke 1cm) 
gefiillt. Die Bestrahlung erfolgt durch eine 
Quecksilberdampf lampe der Firma ORIEL Instruments, Model 
66057 (Leistung 250 W) . Um ein ubermaliiges Aufheizen der 
Ktivette zu vermeiden, wird ein mit Wasser gefulltes IR- 

30 Filter vorgeschaltet . Die Kuvette wird in einer 

Entfernung von etwa 20cm von der Lampenoptik in den 
Strahlengang gebracht , Im Abstand von je einer halben 
Minute werden der Losung lOpl entnommen und mittels HPLC 
analysiert. Die Messwerte sind in Figur 1 dargestellt. 

35 
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Patentanspriiche 
Nucleosidderivate der allgemeinen Formel I 




worin 

eine Nucleobase oder eine mit tnindestens einer 
Schutzgruppe versehene Nucleobase darstellt, 

ein H-Atom oder eine Diisopropylamino- (2- 
cyanoethoxy) -phosphinyl-Gruppe der Formel IV 




bedeutet , 

R^ ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C- 
Atomen ist, 

R^ ein H-Atom, eine Nitrogruppe oder einen Alkylrest 
mit bis zu 4 C-Atomen darstellt, 
R^ und Rg unabhangig voneinander ein H-Atom, ein 
Alkylres t mit bis zu 4 C-Atomen oder ein Alkoxyrest 
mit bis zu 4 C-Atomen bedeuten oder zusammen eine 
Methylendioxygruppe darstellen, 

R^ ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C- 
Atomen ist , 
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Nucleosidderivate gemaS Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dass 

Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil oder 
Hypoxanthin ist, welche gegebenenf alls eine 
Schutzgruppe tragen. 

Nucleosidderivate gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet , dass 

ein H-Atom, eine Methyl- oder eine Ethylgruppe 
ist . 

Nucleosidderivate gemafi einem der voranstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
R^ ein H-Atom , eine Nitrogruppe oder eine 
Methylgruppe ist . 

Nucleosidderivate gemaS einem der voranstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
R^ und Rg unabhangig voneinander ein H-Atom oder eine 
Methyl-, Ethyl-, Methoxy- oder Ethoxygruppe 
darstellen oder zusammen eine Methylendioxygruppe 
bildeh. ' " ' - . - . _ . 

Verfahren zur Herstellung eines Nucleosidderivats der 
allgemeinen Formel I 




worin die Reste R^, R^, R3, R^, R^, Rg und R^ die in 
Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben, 
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wobei man in an sich bekannter Weise eine Verbindung 
der allgemeinen Formel II 




worin die Reste R , R , R , R und R sowie n die 

3 4 5 6 7 

in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben, 
mit Thiophosgen umsetzt und die so erhaltenen 
Thiocarbonyl chloride mit einer Verbindung der 
allgemeinen Formel III 




worin die Reste R^ und R^ die in Anspruch 1 
angegebene Bedeutung haben, 
umsetzt . 



Verwendung der Nucleosidderivate gemaS Anspruch 1 zur 
automatischen Synthese von Oligonucleotiden. 

Kit zur automatischen Synthese von Oligonucleotiden 
umfassend mindestens ein Nucleosidderivat gemaS 
Anspruch 1, gegebenenf alls zusammen mit weiteren 
Nucleosidderivaten gemaS Anspruch 1 und Reagenz- und 
Hilfsstoffen sowie Losemitteln und einer 
Arbeitsanweisung . 



Zusammenf assung 



Beschrieben warden neue Nucleosidderivate der allgemeinen 
Forme 1 I 




worin 

R eine Nucleobase oder eine mit mindestens einer 

1 

Schutzgruppe versehene Nucleobase darstellt, 
ein H-Atom oder eine Diisopropylamino- (2- 
cyanoethoxy) -phosphinyl-Gruppe bedeutet, 
R^ ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C- 
Atomen ist, 

ein. H-Atom., eine Nitrogruppe oder einen Alkylrest 
mit bis zu 4 C-Atomen darstellt, 

R^ und Rg unabhangig voneinander ein H-Atom, ein 
Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen oder ein Alkoxyrest 
mit bis zu 4 C-Atomen bedeuten oder zusammen eine 
Methylendioxygruppe darstellen und 
R^ ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C- 
Atomen ist. 

Die neuen Nucleosidderivate lassen sich mittels UV-Licht 
leicht spalten und werden fiir die Synthase von 
Oligonucleotiden verwendet. 
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(57) Abstract: Disclosed are novel nucleoside 

derivatives of general formula (I), wherein Rj 
represents a nucleobase or a nucleobase that is 
provided with at least one protective group, R2 
means an H atom or a diisopropylanuno-(2-cya- 
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other, mean an H atom, an alkyl radical with up to 
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or together represent a methylenedioxy group and 
R7 is an H atom or an alkyl radical with up to 4 C atoms. The novel nucleoside derivatives can easily be split by means of UV light 
and are used for the synthesis of oligonucleotides. 

(57) Zusammenfassung: Beschrieben werden neue Nucleosidderivate der allgemeinen Formel (1), worin Ri eine Nucleobase oder 
eine mit mindestens einer Schutzgruppe versehene Nucleobase darstellt, R2 ein H-Atom oder eine Diisopropylamino-(2-cyanoe- 
thoxy)-phosphinyl-Gruppe bedeutet, R3 ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen ist, R4 ein H-Atom, eine Niuogruppe 
Oder einen Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen darstellt, R5 und Re unabhangig voneinander ein H-Atom, ein Alkylrest mit bis zu 4 
C-Atomen oder ein Alkoxyrest mil bis zu 4 C-Atomen bedeuten oder zusammen eine Methylendioxygruppe darstellen und R7 ein 
H-Atom Oder ein Alkykest rait bis zu 4 C-Atomen ist. Die neuen Nucleosidderivate lassen sich mittels UV-Licht leicht spalten und 
werden fur die Synthese von Oligonucleotiden verwendet. 



INTERi .nONAL SEARCH REPORT 





tnt itlonal Application No 

PCT/DE 00/02755 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07H19/06 C07H19/10 C07H19/16 








According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and (PC 






B. RELDS SEARCHED 


Minimum docunrteniation searched (classification system followed by classificalion symt)Ols) 

IPC 7 C07H 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal, CHEM ABS Data 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category " 


Citation ol document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to dalm No. 


A 


WO 94 10128 A (AFFYMAX TECH NV ;HOLMES 
CHRISTOPHER P (US); SOLAS DENNIS W (US); 
K) 11 May 1994 (1994-05-11) 
cited in the application 
the whole document 




1.6,7 


A 


H. GIEGRICH ET AL.: "New photo] abile 

protecting groups In nucleoside and 

nucleotide chemistry - synthesis, cleavage 

mechanisms and applications" 

NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 

vol. 17, 1998, pages 1987-1996, * 

XP002161670 

cited in the application 
the whole document 




1,6,7 








1 1 Further documents are listed in the continuation of box C. 


X 


Patent family members are listed in annex. 


Special categories of cited documents : 

'A* docunient defining the general state of the art which is not 

considered to be of pariicular relevance 
'E* eariier document but published on or after the international 

filing date 

'L* document which may throw doubts on priority claim (s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O' document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other nr^eans 

'P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


'V later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory undertying the 
invention 

•X' document of particular relevance: the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the docunnent is taken alone 

*Y' document o( particular relevance: the clainned invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
docunrtent is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&' document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 




Date of mailing of the intematbnal search report 


28 February 2001 






14/03/2001 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patent laan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel (-^31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (^31-70) 340-3016 


Authorized officer 

de Nooy, A 



Form PCT/lSA/210 (second sheet) Puly 1992) 



rNTERNATlONAL SEARCH .^PORT 



information on patent family members 



In jtional Application No 

PCT/DE 00/02755 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9410128 



11-05-1994 



AU 



5449094 A 



24-05-1994 



Form PCT/ISA/210 (paieni family annex) (July 1992) 



INTERN. iONALERRECHERCHENBEWC. 



Int Jtionales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/02755 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C07H19/06 C07H19/10 C07H19/16 



Nach der Iniernationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen KlassHikatbn und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und KlassifUcalionssymbole } 

IPK 7 C07H 



Recherchlerte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Verdffentlichungen. soweti diese unter die recfierchierten Get>ieie fallen 



Wahrend der internationaien Recherche konsultiene elektronische Oatenbank (Name der Datent)ank und evtl. venivendete Suchbegnffe) 

EPO-Internal, CHEM ABS Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGSN 



Kategorie"* Bezeichnung der Verdffentlichung. soweil erforderlk:h unter Angabe der in Betrachl kommenden Telle 



Beir. Anspruch Nr. 



wo 94 10128 A (AFFYMAX TECH NV ; HOLMES 
CHRISTOPHER P (US); SOLAS DENNIS W (US); 
K) 11. Mai 1994 (1994-05-11) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

H. GIEGRICH ET AL. : "New photo! ablle 

protecting groups in nucleoside and 

nucleotide chemistry - synthesis, cleavage 

mechanisms and applications" 

NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 

Bd. 17, 1998, Setten 1987-1996, 

XP002161670 

in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



1,6,7 



1,6.7 



□ 



Weitere Verdttentllchungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patenttamilie 



Besondere KeUegorlen von angeget}enen Verdffenllichungen 

'A* Verfiffentlichung. die den allgemeinen Stand der Techntk definierl. 
aJoer nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E* aileres Dokument. das ledoch erst am Oder nach dem internatk)nalen 
AnmekJedatum ver6ffentlk:ht worden ist 

•L* Verdffentlichung. die geeignet isi, einen Prioritatsan sprue h zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Verdtfenllichungsdatum etner 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O' Verdffentlfchung, die sich auf eine miindiiche Offenbarung. 

ehe Benutzung. eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 
•P" Verdffentlichung. die vor dem internationaien Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Priorilalsdatum veroffentlichl worden ist 



•T' Spalere Veroffentlichung. die nach dem intemalionaten Anmekledalum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentbcht worden isl und mit der 
Anmeklung nicht l<olIidiei1. sondem nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben isi 

'X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die foeanspruchte Erfindung 
kann alleln aufgrund dieser Veroffentlichung nrcht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•V Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als aut erfinderiscrrer Tatigkeit beruhend betrachlet 
werden. wenn die Verdffentlichung mit eine r oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist 

Verdffentlichung. die Mitglied derselben Patenttamilie isl 



Datum des Abschtusses der internationaien Recherche 



28. Februar 2001 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichls 



14/03/2001 



Name und Posianschrtft der Internationaien Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5S18 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Riiswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



de Nooy, A 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHE, JHENBERICHT 



Angaben zu verotfentltchungen. die zur selben Patentfamilie gehdren 



im 



.ibnales Aldenzeichen 



PCT/DE 00/02755 



Im Recherchenbericht 
angefOhrtes Patentdokument 

WO 9410128 A 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitg!ied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



11-05-1994 



AU 



5449094 A 



24-05-1994 



ForniWatl PCT/ISA«10 (Anhang Patentlamilie)(Juli 1992) 



PATENT 
Attorney Docket No. 8 1 83 1 

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

In re Application of: 

KURT BERLIN 

Serial No.: 10/049,177 

LA. Filed: August 10, 2000 

For: NUCLEOSIDDERIVATE UND 
VERFAHREN ZU DEREN 
HERSTELLUNG 

Box Missing Parts 
Commissioner, for Patents 
Washington, D.C. 20231 

Sir: 

TRANSMITTAL OF ENGLISH TRANSLATION OF SPECIFICATION 
Enclosed herewith' please find an English translation of the above-identified application, 

together with the required fee imder 37 CFR 1.1 7(i). Applicant hereby states that the enclosed 

translation is accurate and requests that the EngUsh translation be used as the copy for examination 

purposes in the Office. 

If there are any fees due in connection with the filing of this paper that are not accounted for, 

the Examiner is authorized to charge the fees to our Deposit Account No. 1 1-1755. If a fee is 



Group Art Unit: Unknown 
Examiner: Unknown 



1 



required for an extension of time under 37 C.F.R. 1.136 that is not accounted for already, such an 
extension of time is requested and the fee should also be charged to our Deposit Account. 

Respectfully submitted, 

Kriegsman & Kriegsman 




Edv^am M. Kriegsman 
RegJNo. 33,529 
665 Franklin Street 
Framingham, MA 01702 
(508) 879-3500 



Dated: fAO*^ 30^ 



I hereby certify that this correspondence is being deposited with the United States Postal 
Service as first class mail in an envelope addressed to: Box Missing Parts, Commissioner for Patents, 



Washington, D.C. 20231 on 



Edward \M. Kriegsman 

Reg.No/35,529 

Dated: MOl^ 30j Zot>^ 



2 



